Fluorescen¢ni spektroskopie

Zadani ulohy:

1) Seznamte se s blokovym schématem a principem ¢innosti spektrofluorimetru Jasco FP-
8500.
Uved'te spektrofluorimetr do chodu a seznamte se s jeho ovladanim.

2) Zm¢ite 3-dimenzionalni (3D) spektrum (excita¢né-emisni) anorganickych luminofori

a) ZnS(Cu) a

b) YzOzS(EU)
Najdéte excitacni vinovou délku s maximalni intenzitou luminiscence. Zméite emisni spektra
luminoford pfi této excitaéni vlnové délce. V protokolu diskutujte rozdily v namétenych
emisnich spektrech téchto dvou luminofort.

3) Vyuzitim mikrovinné syntézy a dle pokyni vedouciho této praktické ulohy si pfipravte
zlaté a zlato/stfibrné nanoklastry s albuminem z hovéziho krevniho séra (BSA).

4) Zméite fluorescenéni emisni spektra ptipravenych BSA-Au a BSA-AUAg nanoklastri:
nejprve si zméite 3D spektrum a na jeho zakladé zvolte excitacni vinovou délku s maximalni
intenzitou luminiscence; teprve pak detailn€¢ proméite emisni a vV tomto piipad¢ také excitacni
spektra ptipravenych nanoklastrii. Do protokolu z této praktické tlohy porovnejte emisni
spektra pripravenych Au a AuAg nanoklastri (poloha maxima a intenzita pii stejném
nastaveni). Diskutujte rozdily v excitacnich spektrech pfipravenych Au a AuAg nanoklastru.

Seznam pomiicek a chemikalii:

e Spektrofluorimetr Jasco FP-8500

e Anorganické luminofory ZnS(Cu) a Y,0,S(Eu) deponované na sklicku

e Mikrovlnna trouba SMW 3717

e Kaédinky pyrex (2 ks), michadla (2 ks), vytahovadlo michadel, pinzeta

e Sklenénd kadinka pro ptipravu smési roztokit HAuCls.3H,0 a AgNOs

e Automatické pipety (pro objemy: 0,5-5 mL, 100-1000 uL a 20-200 uL)

e Magneticka michacka

e Prislusnd navazka BSA (albumin z hovéziho krevniho séra)

e Zasobni roztoky: 10mM HAuCly.3H,0 (udrzovat v temnu), 10 mM AgNO; (udrzovat
v temnu), 1 M NaOH

e Kifemenna kyveta pro fluorescenéni méteni (2 ks)

e Sklenéné vialky s vickem pro uskladnéni vzorkt (pro jejich dal$i pouziti pfi méfeni na
fluorescenc¢nim mikroskopu)

e Exsikator skfinovy s vlhkomérem a sochranou proti UV - pro skladovani
hygroskopickych a svétlo-citlivych chemikalii (HAuCl,.3H,0, AgNO3)



Teorie:

Blokové schéma spektrofluorimetru:

M¢feni budeme provadét na spektrofluorimetru FP-8500 (Jasco), ktery je plné ovladany
pocitacem. Svételny svazek pochdzejici z xenonové vybojky vchazi do mfizkového
excitatniho monochromatoru, ktery vybird vhodnou vlnovou délku k excitaci fluorescence
(obr. 1). Na polopropustném segmentu je vystupni svazek rozdélen na méfici a srovnavaci.
Meéfici svazek je modulovan prichodem pies pierusovac, poté dopada na vzorek, kde budi
emisi fluorescenc¢niho zafeni. Emisni monochromator skenuje fluorescenéni emisni spektrum
pro danou excitacni vlnovou délku. Detektorem intenzity fluorescencniho signalu po
prichodu emisnim monochrométorem je fotondsobi¢. Signal z fotonasobice je zesilen a
digitalizovan. Namétena data jsou ulozena do paméti pocitace. Srovnavaci svazek excita¢niho
svétla dopada na samostatny srovnavaci detektor. Podilem signalu z fotondsobice a signalu ze
srovnavaciho detektoru je automaticky provadéna korekce na spektralni charakteristiku zdroje
excitaéniho svazku.
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Obr. 1: Blokové schéma spektrofluorimetru FP-8500:
prerusované Sipky znaci svételny signdl, zatimco plné Sipky signal elektricky.

Korekce fluorescenénich spekter:
Obecné je fluorescencéni spektrum zatizeno fadou zkreslujicich efektd. K zdkladnim
zkreslujicim efektim patii ptistrojové efekty a spektralné optické efekty ve vzorku.

Ptistrojové efekty:
e Spektralni charakteristika budiciho svételného zdroje
e Spektralni propustnost vSech prvk excitacni a detekcni soustavy
e Spektralni citlivost fotokatody fotondsobice
e Zavislost spektralni a geometrické Sitky Stérbiny monochromatoru (souvisi s disperzi)



e Piistrojova funkce monochromatoru
e Stupen polarizace detekované fluorescence a jiné

Prakticka korekce pristrojovych efektit.

Ke korekénim kalibraénim meéfenim se pouzivd standardni emisni lampa (obvykle
kalibrovana zarovka), detektor o znamé kiivce spektralni citlivosti (napi. vakuovy opticky
termoclanek) nebo luminiscenéni standard.

Moderni spektrofluorimetry dovoluji pfistrojové zkreslujici efekty eliminovat automaticky
nebo pomoci programovych procedur zabudovanych pfimo do ovladaciho menu fidiciho
systému. U spektrofluorimetru FP-8500 je korekce na spektralni charakteristiku excita¢niho
svazku zajiSténa zarazenim piidavného srovnavaciho detektoru (obr. 1). Spektralni zavislost
propustnosti celé excitacni soustavy Ize eliminovat proméfenim excitacniho spektra zndmého
standardu (rhodamin B v ethylenglykolu, 5,5 g/L). Korekéni hodnoty se ukladaji do paméti
fidiciho pocitace. Zkorigované excitacni soustavy mulze byt pouzito ke korekci detekéni
soustavy spektrofluorimetru (emisni monochromator a detektor). K tomuto ucelu se pouziva
méteni intenzity svétla rozptylené¢ho na difuznim segmentu pifi synchronnim méficim modu
(to je s paralelni zménou vinové délky excitacniho a emisniho monochromatoru).

Spektralné optické efekty ve vzorku:

» Reabsorpce fluorescence

> Sekundarni fluorescence

» Efekt vnitiniho filtru

» Spektralni zavislost odrazivosti a rozptylu svétla

» Nehomogenni absorpce
Pii méfeni fluorescen¢nich spekter siln¢ ziedénych roztoka (absorbance < 0,05) Ize spektralné
optické efekty ve vzorku povazZovat za zanedbatelné.
Ohyb na mi‘iZce excita¢niho monochromatoru:
Spektrofluorimetr Jasco FP-8500 pouziva pro excitani i emisni monochromator optickou
miizku a ne opticky hranol. Na optické miiZzce dochazi k ohybu svétla, jehoZ vysledkem je
ohybové spektrum s ohybovymi maximy a minimy. Svétlo ,,vychazejici® z miizky vSak také
vzajemné interferuje a tato interference je charakterizovdna pfislusnym interferenénim
spektrem. Optické miizky jsou konstruovany tak, aby se ,,nechténé“ ohybové a interferencni
jevy maximalné€ vzajemné vyruSily. Nicméné i tak, na vystupu excitaéniho monochromatoru
lze detekovat ne jenom svétlo o pozadované vinové délce, ale i svétlo s celoCiselnymi
nasobky pozadované vinové délky. Jinymi slovy, dany vzorek je ozafovan ne jenom svétlem o
pozadované vinové délce, ale i svétlem o vinové délce celoCiselnych ndsobkli pozadované
vinové délky. Je proto tfeba vhodné volit excitacni vinovou délku a detekovany interval
emisnich vlnovych délek (pfi méfeni emisniho spektra), aby nasobek excitacni vinové délky
nezasahoval do detekovaného intervalu emisnich vinovych délek. Pokud tento pozadavek
nelze realizovat, musime se byt védomi, Ze soucasti méfené¢ho signalu je 1 ,,artefakt”, ktery
nema se spektralnimi vlastnostmi vzorku nic spole¢ného. Tento artefakt je vidét pii méfeni
3D spekter anorganickych luminofort v této uloze.
Vyse popsand vlastnost optickych mfizek se nevyskytuje u optickych hranold, kde se vybér
poZadované vlnové délky svétla déje na zéklad€ lomu svétla. Optické hranoly vSak maji
malou svételnost (hodné svétla se ztrati pii priichodu hranolem) a maji nelinearni zavislost
geometrické Sitky Stérbiny na optické Sifce Sté€rbiny. Optické miizky, oproti optickym
hranoliim, nepohlcuji tolik svétla a zavislost geometrické na optické Siice §térbiny je linedrni.
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Z téchto duvodu jsou monochromatory zalozené na optické miizce vice Casté.



Luminiscence krystala

Krystalické luminiscencni materialy se nazyvaji luminofory. VétSina luminofort patii bud’ k
polovodiciim se Sirokym zakazanym pasem nebo k izolatoriim. Obé¢ tyto skupiny latek jsou
charakterizovany zaplnénym valen¢nim pasem (VLP) a prazdnym vodivostnim pasem (VP),
Sitka zakazaného pasu (ZP) mezi nimi byva kolem 3 eV nebo vétsi — obr. 2. Luminiscenéni
vlastnosti takovych latek jsou zavislé na existenci riznych poruch jejich krystalové struktury,
piedevsim na piitomnosti cizich atomti. Pokud tyto pfimési pfimo ovliviiuji emisni spektrum
luminoforu, nazyvame je aktivatory. Jiné pfimeési, které neovliviiuji luminiscen¢ni spektrum,
ale maji vliv napf. na doznivani (vytvafenim tzv. elektronovych pasti) nebo na zachovani
elektrické neutrality miizky apod., se nazyvaji koaktivatory.

Ptitomnost aktivatorti a koaktivatori se projevi v pasovém modelu luminoforu existenci
diskrétnich hladin energie v ZP. Luminiscence pak vznika ptechodem elektronu z VP do VLP
(hranova emise, pasové spektrum), piipadn€ emise excitonova (Carové spektrum,
pozorovatelné za nizkych teplot) nebo pifechodem elektronu z VP na aktivatorovou hladinu
(luminiscenéni centrum), pifipadné prechodem elektronu z aktivatorové hladiny do VLP.
Protoze tyto ptipady luminiscence jsou spojeny s rekombinaci elektronu a diry, nazyva se tato
luminiscence rekombinacni a je i pro ni typické pasové emisni spektrum. Buzeni luminiscence
v téchto ptipadech nastava po absorpci vhodné energie piechodem elektronu z VLP do VP. K
luminoforiim tohoto typu patii ptfedevsim sulfidy (napt. ZnS nebo CdS), aktivované Cu, Ag
nebo Au. Jejich emise nastava v zavislosti na druhu a koncentraci aktivatoru v modré az
zelené Casti spektra.

Vznika-li luminiscence v disledku ptechodu elektronu mezi vzbuzenym a zakladnim stavem
pfimési, které jsou vétSinou lokalizovany v ZP luminoforu, jedna se o nerekombinacni
luminiscenci. Prikladem takového materidlu je YzOZS-Eu3+. Takovy luminofor lze excitovat
pfechodem elektronu z VLP do VP, ale 1 pfimym buzenim aktivatoru, které je ovSem
podstatné méné pravdépodobné. Emisni spektrum takovych luminofort je ¢arové, excitaéni
spektrum by vedle pasu v oblasti absorpéni hrany mélo vykazovat i slabsi ¢ary odpovidajici
pfimé excitaci pfimési.
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Obr. 2. Luminiscence krystalii - Vlevo: pasové schéma energii v ZnS(Cu); vpravo: pasové schéma energii v
Y,0,S(Eu). Jednoduché Sipky znaci absorpci (Sipka nahoru) a emisi (Sipka doli), zatimco dvojita prerusovand
Sipka znaci nezarivy prenos energie.

Nanocdastice a nanoklastry vzacnych kovi

Vzacné kovy V rozmérech nanometri a subnanometrti, predev§im zlato a stfibro, jsou znamy
JiZ po staleti svymi vyzna¢nymi optickymi vlastnostmi; vzpomeiime napi. Lykurgovy poharky
[1], v nichZz jsou prokazatelné obsaZeny nanocastice zlata ¢i stiibra [2]. Teprve v minulém
stoleti zacaly byt diky technickému a znalostnimu pokroku nanocastice a nanoklastry
vzacnych kovu detailné zkoumany a jejich unikatni optické vlastnosti (zesileni absorpce,
emise a rozptylu) cilené vyuzivany ve spektroskopiich [3-6]. Tyto spektroskopie zalozené na



zesileni optickych jevli mohou byt aplikovany mimo jiné v bio-analytice [7], 1ékafstvi [8] ¢i
ve forenznich védach [9].

Nanoklastry, které obsahuji desitky az nékolik desitek atomu vzacnych kovu, jsou jistym
velikostnim mezistupném mezi atomy a nanocasticemi, a svym chovanim jsou tudiz odlisné
od atomid anebo nanocastic; byvaji pfirovnavany k molekulam [10]. Vzhledem ke svému
rozméru, ktery je srovnatelny s Fermiho vinovou délkou elektront (0,5-0,7 nm), vykazuji
diskrétni elektronické stavy a fluorescenci zavislou na jejich velikosti [10]. Jejich
fotofyzikalni vlastnosti a snadna funkéni modifikace jejich povrchu jsou v mnohém daleko
lep$i nez bézné dostupné fluorescenéni znacky [10]. Na rozdil od polovodic¢ovych kvantovych
tecek, jez obsahuji tézké kovy (napt. kadmium), fluorescencni nanoklastry ze vzacnych kovt
jsou pfevazné povazovany za netoxické, a neni proto divu, Ze jsou vyuzivany pro znaceni
entit v bio-aplikacich, at’ uz pii zobrazovani v biologii ¢i dokonce teranostiku v mediciné [10-
12]. Hitem poslednich par let jsou bimetalické nanoklastry, v nichz jsou kombinovany
vyteéné vlastnosti dvou kovovych slozek (napf. Au a Ag), a to takovym zplsobem, ze Casto
dochazi k synergickému efektu [13].

Podle pftislusné aplikace je dilezité vybrat a optimalizovat vhodnou syntézu nanomateriala
(minéno nanocastic ¢i nanoklastrit). S ohledem na vSeobecné povédomi o zhorSujici se kvalité
zivotniho prostfedi a také vzhledem ke snaze snizovat toxicitu synteticky pfipravenych
nanomaterial zacaly byt Vv poslednim desetileti pro syntézy a stabilizaci nanomateriald
vyuzivany predev§im slouCeniny, které se prirozené vyskytuji v organismech. Jednim
takovym piikladem je i vyuziti albuminu z krevniho séra hovéziho dobytka (BSA) [14]. Tato
hojné citovana, velice jednoducha syntéza zlatych nanoklastri [14] vSak trvala 12h, a proto
bylo snahou mnoha dalSich védeckych tymu zkratit dobu pfipravy fluorescen¢nich Au
nanoklastrii s BSA. Jednou z moznosti je vyuziti mikrovinného zateni, které jednak prohtiva
vzorek homogenng, jednak vede ke tvorbé uniformnich a monodisperznich nanoklastra [15], a
to dokonce za pouziti standardni kuchynské mikrovinné trouby [16].

V ramci této praktické Ulohy si vyzkouSite pfipravit své vlastni zlaté a zlato/stfibrné
fluorescen¢ni nanoklastry s BSA a ovéftite jejich fluorescencni vlastnosti. VyuZijete (i) reakce
vodorozpustné tetrachlorozlatité kyseliny (HAuCly) a BSA v alkalickém prostfedi urychlené
ucinkem mikrovin generovanych kuchyiskou mikrovlnnou troubou — obr. 3, a také (ii) reakce
smesi tetrachlorozlatité kyseliny a stiibrné soli (dusi¢nanu ¢i acetatu) s BSA v alkalickém
prostfedi urychlené i¢inkem mikrovin. Uvedené dva typy nanoklastriit miiZzete vyuZit rovnéz
v praktické uloze fluorescenéni mikroskopie.
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Obr. 3. Schéma syntézy zlatych nanoklastrii s BSA — prevzato z literatury [16].
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